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ABSTRACT 
 
OBIETTIVI:  
L’EPN è una patologia nota per portare ad una carenza di ferro, a causa della perdita 
urinaria del ferro, secondaria a emolisi intravascolare. Il farmaco Eculizumab è 
efficace nel controllo dell’emolisi intravascolare, ma i suoi effetti a lungo termine 
sull’omeostasi del ferro non sono stati ancora chiariti. La Risonanza Magnetica (RM) 
è un’ esame fondamentale e “non invasivo” per valutare la distribuzione e l’accumulo 
di ferro. Lo scopo di questo studio è stato di valutare la compartimentalizzazione del 
ferro nei pazienti affetti da EPN, alla ricerca di cambiamenti che si verificano durante 
il trattamento con Eculizumab; in particolare, sono stati utilizzati marcatori di emolisi 
intravascolare combinati con la RM per valutare il contenuto di ferro calcolato nel 
rene, fegato, milza e cuore e verificato quindi il valore aggiunto che la RM può avere 
nella diagnosi e nel follow-up dei pazienti affetti da EPN in trattamento 
farmacologico con Eculizumab. 
MATERIALI E METODI: Abbiamo studiato la distribuzione di ferro attraverso un 
protocollo di Risonanza Magnetica che ha permesso di analizzare i cambiamenti che 
si verificano a livello molecolare nei vari organi (fegato, rene, milza e cuore) in 17 
pazienti affetti da EPN e divisi in diverse epoche: pazienti pre-trattamento (gruppo A), 
pazienti post-trattamento al tempo 1 (gruppo B, mesi 21) e al tempo 2 (gruppo C, 
mesi  74, con follow-up più lungo). 
RISULTATI: I risultati del nostro lavoro hanno mostrato che i pazienti liberi da 
Eculizumab mostravano emolisi intravascolare con livelli di ferritina sierica 
normali/bassi, e presentavano un modello omogeneo di distribuzione del ferro con 
siderosi della corteccia renale e assenza di deposito di ferro epato-splenico, come 
rilevato dalla RM. I pazienti trattati con Eculizumab, invece, (follow-up medio di 50 
mesi) hanno la tendenza a normalizzare il grado di siderosi renale, con l'eccezione di 
coloro che subiscono residua emolisi intravascolare. La maggior parte dei pazienti 
hanno aumentato il loro contenuto di ferro nel fegato e nella milza. Un moderato o 
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grave sovraccarico di ferro, è di solito associato con le trasfusioni di sangue, o con 
anemia residua dovuta a emolisi extravascolare. Nella maggior parte dei casi il 
sovraccarico di ferro era considerato subclinico e la chelazione del ferro non è stata 
necessaria. Questo approccio conservativo è stato supportato dalla rivalutazione a 
lungo termine, che ha dimostrato che il contenuto di ferro può leggermente aumentare 
nel tempo nel fegato senza alcuna conseguenza clinica, e in ogni caso non ha 
influenzato il cuore. Abbiamo infine dimostrato che l'omeostasi del ferro subisce 
cambiamenti drammatici mediante l’azione efficace del trattamento anticomplemento. 
Infatti, con eculizumab, l'inibizione di emolisi intravascolare previene la carenza di 
ferro tipica della EPN. Inoltre, molti pazienti diventano inclini a sviluppare un 
sovraccarico di ferro. Se questo sovraccarico richiede una regolare chelazione del 
ferro è ancora poco chiaro, ma suggerisce che l'omeostasi del ferro deve essere 
valutata in tutti i pazienti affetti da EPN trattati con eculizumab. 
CONCLUSIONI: I risultati del  nostro studio, dimostrano il valore aggiunto che ha la 
RM, in modo del tutto invasivo, nella rilevazione del sovraccarico di ferro a carico 
del fegato, milza, rene e cuore nei pazienti affetti da EPN ed in corso di trattamento 
con Eculizumab . 
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Introduzione 
Negli ultimi anni abbiamo imparato molto sul metabolismo del ferro, come è regolato 
a livello cellulare e molecolare, ed in particolare con le tecniche di imaging, tra cui la 
RM, può essere identificato e studiato in vivo; quest‘ultima infatti, grazie anche alle 
più recenti innovazioni tecnologiche sia in ambito hardware che software, permette la 
realizzazione di esami che oltre a fornire dei fini dettagli anatomici e funzionali, 
rende possibile una reale caratterizzazione “in vivo” dei processi patologici delle 
patologie di accumulo del ferro, ovvero dell’emocromatosi (1). 
L’emocromatosi è una malattia ereditaria causata da difetti nei meccanismi di 
regolazione del metabolismo del ferro che conducono al progressivo accumulo di 
ferro nell'organismo e, nel suo stadio più avanzato, allo sviluppo di gravi danni 
d'organo (2). Viene classificata in una forma primitiva (EP) e una forma secondaria 
(ES). L’EP ha un’ereditarietà autosomica recessiva e nella maggior parte dei casi, la 
mutazione genetica del cromosoma X è strettamente associata al locus genico del 
complesso maggiore di istocompatibilità (3). La fisiopatologia di questa malattia vede 
il ferro depositarsi negli epatociti e in altre cellule parenchimali (pancreas, cuore), 
provocando fenomeni di danno e tossicità cellulare attraverso l’instaurarsi di 
modifiche irreversibili tra cui la fibrosi (4). L’epatomegalia è presente nel 90% dei 
pazienti, il diabete mellito nel 50%. Il picco di incidenza è nella quarta e quinta 
decade di vita, con una prevalenza di 10:1 nei maschi. Nello stadio precoce, la 
deposizione di ferro è limitata al fegato mentre il pancreas ed il cuore sono 
soventemente risparmiati così come la milza in quanto non è presente disfunzione 
delle cellule reticolo-endoteliali. Nella malattia avanzata, anche il pancreas e cuore 
mostrano accumulo di ferro (5). La forma primaria può essere complicata dalla 
fibrosi peri-portale, progredire in cirrosi epatica e portare dunque ad un aumentato 
rischio di HCC (6).  
L’emosiderosi o emocromatosi secondaria (trasfusionale) è determinata da un 
aumentato apporto di ferro dovuto a multiple trasfusioni (anemia cronica), o 
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eccessiva terapia marziale o un aumentato assorbimento di ferro (patologia epatica 
alcolica). Questa forma secondaria prevede la deposizione nelle cellule di Kupffer e 
coinvolge anche la milza e il midollo osseo (caratteristica distintiva dalle forme 
primarie) (4, 6, 7). 
Tutte le volte che si sospetta un sovraccarico di ferro e in caso di iperferritinemia, è 
utile quindi quantificare il deposito di ferro. A questo scopo, possono essere utilizzate 
parametri ematochimici e varie tecniche strumentali (8) in base alle caratteristiche del 
paziente, alla sede e all'entità del sovraccarico sospettato. Tra i parametri standards 
ematochimici ricordiamo la ferritina e la sideremia, che sono i più rappresentativi 
dell’assetto del ferro; ovviamente il rapporto tra livello di ferritina e lo stato di ferro, 
in alcuni casi, può essere inficiato da stati infiammatori o dall'intensità della terapia 
trasfusionale (9). Tra le tecniche strumentali, in caso si ipotizzi un sovraccarico di 
ferro nel fegato di entità tale da aver già determinato un danno epatico irreversibile è 
utile un accertamento diretto tramite biopsia per valutare la fibrosi. Purtroppo, la 
biopsia epatica è invasiva, dolorosa, costosa, e ha un’alta variabilità di 
campionamento (10, 11) in quanto un piccolo frustolo non sempre è rappresentativo 
dell’intero coinvolgimento epatico (12). 
Quando la fase di malattia è iniziale e non si sospetta la presenza di un danno 
d’organo la quantificazione di ferro nei tessuti può essere effettuata con tecniche di 
imaging non invasive come la Tomografia Computerizzata (TC) e la Risonanza 
Magnetica (RM). La Tomografia Computerizzata Quantitativa (QCT), nello specifico, 
è stata proposta come un strumento non invasivo 30 anni fa’, per stimare e monitorare, 
la concentrazione di ferro epatico (LIC) (13, 14), attraverso la misura dei coefficienti 
attenuazione, ma non c'è ad oggi un’assoluta validazione in campo scientifico: il 
limite principale della TC, infatti, è la scarsa sensibilità alle basse concentrazioni di 
ferro, in particolare per valori di  LIC < 22 mg /g , corrispondenti ad un attenuazione 
soglia per QCT (> 76 HU); valori TC > 76 HU sono quindi significativi per accumulo 
(15, 16, 17).  
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Dai dati della letteratura, quindi , la RM, per la sua elevata sensibilità, sta sempre più 
sostituendo la TC, suggerendo un ruolo complementare per la TC nella gestione della 
siderosi trasfusionale (17). La RM, inoltre, ha il vantaggio di non presentare il rischio 
legato alle radiazioni ionizzanti e di non necessitare di alcuna preparazione 
particolare prima dell’esecuzione dell’esame, essendo senza somministrazione di 
mezzo di contrasto endovenosa (18, 19). La RM sta gradualmente sostituendo anche 
la biopsia epatica per la quantificazione del ferro (20, 21) per la sua affidabilità, non 
invasività e perche’ con tale metodica si può valutare contemporaneamente la 
presenza di un sovraccarico di ferro anche in altri organi quali la milza, il rene ed il 
cuore ; si precisa che a livello cardiaco la biopsia non è possibile, quindi la RM è 
l’esame d’elezione (22, 2). La misura del contenuto di ferro tramite RM è una misura 
semiquantitativa, non assoluta ma relativa alla intensità del segnale del parenchima 
dell’organo oggetto di studio rispetto ad un altro preso come riferimento (es. muscoli 
paraspinali) (12). La ferritina è una proteina che a livello intracellulare immagazzina 
il ferro attraverso la formazione di involucri protettivi, evitando l’effetto tossico 
sull’organismo ed è in grado di rilasciare il ferro in caso di necessità: una minima 
quantità di ferritina è anche ritrovabile a livello ematico (ferritina sierica). La ferritina 
sierica è sostanzialmente proporzionale alla ferritina contenuta nelle cellule, e quindi 
misurando quella sierica è possibile misurare indirettamente il contenuto di ferro 
intra-cellulare. Uno stato infiammatorio o altre condizioni patologiche particolari 
come infezioni, neoplasie o morte cellulare massiva possono aumentare i valori della 
ferritina senza che vi sia un aumento del contenuto di ferro circolante. I depositi di 
ferritina e di emosiderina (forma denaturata della ferritina) rappresentano i maggiori 
depositi di ferro corporeo (6). Entrambe queste sostanze sono dotate di effetto 
paramagnetico, cioè assumono un debole effetto magnetico se sottoposte ad un 
campo magnetico esterno, pertanto aumentano la suscettibilità magnetica dei tessuti 
in cui si accumulano. Più precisamente, si ha un abbassamento dei valori del tempo di 
"rilassamento", con conseguente riduzione del segnale RM, che all’immagine si 
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traduce in una evidente ipointensità (l’organo con deposito risulta grigio scuro o 
tendente al nero)(8, 19, 22, 23). 
Il ferro epatico è un eccellente indicatore di equilibrio di ferro trasfusionale (24) e dei 
depositi totali di ferro (25). A livello epatico esistono diversi protocolli di RM per 
quantificare il ferro. 
La tecnica più utilizzata è quella introdotta dall'Università di Rennes in Francia (26) 
che permette la quantificazione del ferro come concentrazione di ferro epatico (LIC), 
distinguendo precisamente il sovraccarico di ferro di entità lieve, moderato e severo 
(LIC tra 36 e 300mmol/g), sebbene non sia in grado di quantificare in modo preciso 
quello massivo. 
Il concetto della misurazione della quantità di ferro, tramite risonanza magnetica, si 
basa sul principio che la molecola va a causare una diminuzione del segnale RM 
prevalentemente nelle sequenze T2 e T2*(23). 
I primi studi erano stati effettuati con sequenze TSE, ma si è poi deciso di utilizzare 
le sequenze in eco di gradiente che si sono dimostrate più sensibili anche se con 
questa tecnica è necessario però lavorare sempre in fase, perchè le immagini acquisite 
con TE fuori fase vengono pesantemente condizionate dalla presenza di grasso nel 
fegato che crea un abbattimento di segnale simile a quello dato dal ferro. Le bobine 
utilizzate sono state quelle integrate alla RM, “Body”, e non quelle di superficie che 
possono dare delle disomogeneità di segnale e quindi falsare i risultati. Per quanto 
riguarda lo spessore viene utilizzato quello di 10 mm, intervallato di 2mm, e un 
campo di vista (FOV) appena superiore alle dimensioni del paziente, per non avere 
troppa aria in esame e si utilizzano gli stessi parametri geometrici per tutte le 
sequenze in modo da poter avere la massima corrispondenza tra di esse: 
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RM da 1.5 T 
GRE T1 120/4/90° 
GRE DP 120/4/90° 
GRE T2 120/4/20° 
GRE   T2* 120/14/20° 
GRE      T2* 120/21/20° 
 
Una volta acquisite le sequenze si potrà procedere all'analisi del segnale, andando a 
posizionare 3 ROI sul parenchima epatico e 2 ROI sui muscoli paravertebrali. Le ROI 
non devono essere troppo piccole, ma soprattutto non devono coprire tessuto alterato 
o patologico, e non devono coprire vene, arterie, rami biliari, aree di fibrosi, aree 
artefattate o qualsiasi cosa che crea una disomogeneità significativa all'interno 
dell'area. Una volta ottenuti, i valori medi delle ROI verranno inseriti nelle tabelle 
disponibili nel sito francese dell’Università di sito di Rennes a cui abbiamo fatto 
riferimento (26). Solitamente la T1 non viene utilizzata per le misure, mentre si 
utilizza almeno la DP, e se il valore di contenuto di ferro non è molto elevato allora si 
procede anche con le sequenze successive che sono più sensibili. Risultati di LIC <36 
µmol/g indicano valori normali di concentrazione di ferro a livello epatico; risultati di 
LIC compresi tra 36 - 80 µmol/g sono valori di accumulo moderati mentre LIC 
maggiore di 80- 200 µmol/g corrispondono a concentrazioni elevate di ferro. Con 
LIC al di sopra di 300 µmol/g è probabile che vi sia la saturazione per tutte le 
sequenze e pertanto in questi casi gravi non risulterebbe utile la metodica per 
scegliere il trattamento terapeutico specifico. 
Come detto, l’accumulo di ferro è tipico di tutti i pazienti affetti da malattie 
ematologiche che comportino un severo stato anemico cronico, richiedente continuo 
fabbisogno trasfusionale. Tra queste vanno ricordate innanzitutto le forme ereditarie 
(in particolare le talassemie), o tra le forme acquisite le sindromi mielodisplastiche. 
Una eccezione a questa regola è rappresentata dall’emoglobinuria parossistica 
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notturna (EPN), nella quale nonostante il severo stato anemico cronico,  l’accumulo 
di ferro tende a non verificarsi anche in caso di severo fabbisogno trasfusionale (27). 
L’emoglobinuria parossistica notturna è una anemia emolitica caratterizzata da crisi 
parossistiche di emolisi intravascolare derivante dalla mancanza nei globuli rossi 
(RBC) di regolatori del complemento di superficie CD59 e CD55 (28). I pazienti 
affetti da EPN perdono ferro attraverso l'urina, come emoglobina ed emosiderina, a 
causa dell’emolisi cronica intravascolare (28). Questa perdita di ferro è ben nota fin 
dalle prime descrizioni di EPN, infatti il nome coniato da Marchiafava è stato "EPN 
con perpetua emosiderinuria" (29). Di conseguenza, i pazienti affetti da EPN, anche 
in caso di marcata esigenza trasfusionale, sono più inclini a sviluppare carenza di 
ferro, piuttosto che un sovraccarico di ferro, perché la perdita di ferro nelle urine 
supera di solito l’intake iatrogeno di ferro derivante dalle trasfusioni(28-30). Il danno 
renale è raro, ma può produrre insufficienza renale cronica, come conseguenza dei 
depositi nella corticale renale di emosiderina e di trombosi microvascolare (31, 32). 
Inoltre questi pazienti hanno propensione a fenomeni tromboembolici di distretti 
venosi insoliti (vene spleniche, cerebrali ed epatiche) (32) e una variabile citopenia, 
con stigmate di insufficienza midollare e possibile sovrapposizione con anemia 
anaplastica. Il metabolismo e l’omeostasi del ferro possono essere controllati e 
modificati da alcuni farmaci che impediscono l’emolisi (33). Il farmaco Eculizumab è 
un inibitore della componente 5 del complemento approvato per il trattamento 
dell’emolisi intravascolare complemento-mediata dell’EPN: agisce legandosi alla 
proteina C5 del complemento inibendo in tal modo la formazione del complesso di 
attacco alla membrana ed evitando in tal modo l’emolisi. In studi prospettici, 
eculizumab ha portato a un controllo costante dell’emolisi intravascolare, con 
conseguente stabilizzazione dell'emoglobina e ridotto bisogno trasfusionale (33, 34). 
Tuttavia, i benefici ematologici dell’eculizumab sono eterogenei tra i pazienti, 
probabilmente a causa della comparsa di un’emolisi extravascolare C3-mediata (36-
38). Il trattamento a lungo termine con eculizumab si è dimostrato efficace e sicuro 
(34, 35). 
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La RM ha un notevole impatto sulla diagnosi delle complicanze addominali dell’EPN 
(39) permettendo una valutazione qualitativa e quantitativa al fine di consentire uno 
studio complessivo della distribuzione del ferro (40, 41). Il razionale dell’analisi del 
segnale si basa sul presupposto che l’intensità ottenuta in RM nelle differenti 
sequenze dipende dalla caratteristiche chimico-fisiche del tessuto in analisi e quindi 
dal micro-ambiente molecolare in cui sono immersi gli “spins”; è infatti noto che 
nelle sequenze T2 pesate, il tempo di rilassamento T2 diminuisce con l’aumentare del 
contenuto di emosiderina .  
Nei pazienti affetti da EPN, proprio a causa dell’accumulo del ferro, l’analisi del 
segnale mostra dei tipici segnali di RM che sono: nel rene il basso segnale della 
corticale rispetto alla midollare, da emosiderosi renale (42), cosi come si avrà un 
basso segnale, quindi un ipointensità diffusa, a livello del parenchima splenico ed 
epatico, fino a rilevare, qualora in una fase avanzata di malattia, complicanze 
vascolari come per esempio sindrome Budd-Chiari e/o trombosi delle vene spleniche. 
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Obiettivi 
 
In questo studio, mediante l’uso della RM come esame strumentale del fegato, rene, 
milza (26, 39, 40) e cuore (43, 44) e attraverso la correlazione con esami di 
laboratorio specifici (sideremia, ferritina e saturazione della transferrina) abbiamo 
studiato la compartimentalizzazione del ferro in pazienti affetti EPN e trattati con 
eculizumab (38) ed in particolare abbiamo verificato il valore aggiunto che la RM 
può avere nella diagnosi e nel follow-up dei pazienti affetti da EPN in trattamento 
farmacologico con Eculizumab (35) . 
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Materiali e metodi 
 Popolazione di pazienti 
Lo studio ha incluso 17 pazienti affetti da EPN con caratteristiche cliniche differenti, 
trattati con eculizumab e valutati in tempi diversi con metodologie cliniche, 
strumentali e laboratoristiche a vario livello. La valutazione dell’assetto del ferro è 
stata effettuata con una misurazione biochimica (sideremia, ferritina e saturazione 
della transferrina) e combinata con la RMN (valutazione semi quantitativa T2*) per 
rilevare eventuale accumulo di ferro in quattro organi bersaglio tra cui: 
 1) fegato 2) rene 3) milza e 4) cuore, classificandoli per epoca a diversi tempi, prima 
del trattamento con eculizumab (PRE o GRUPPO A) e durante il trattamento in due 
tempi successivi (POST  o GRUPPO B:  con tempo di osservazione di 2-44 mesi; 
POST 2 o GRUPPO C: con tempo di osservazione di 48-90 mesi). 
In dettaglio i pazienti valutati del GRUPPO A , pre trattamento, sono 3, studiati per 
gli organi fegato, rene e milza. 
 
 
                                       
Popolazione di pazienti totale con EPN: 17 
 
17 pazienti trattati con Eculizumab 
17 pazienti analizzati durante il trattamento (ultimo follow up > 4 anni) 
. 
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            Popolazione di pazienti totale con EPN:  17 
 
ORGANI STUDIATI con RMN 
RENE       FEGATO      MILZA    CUORE 
 
GRUPPO A: 3 paz .analizzati prima del trattamento 
(PRE) 
 
GRUPPO B o Post-1: 17 paz.  
2-44 mesi dall'inizio del trattamento (mediana 21 mesi)   
 
GRUPPO C o Post-2:  12 paz. (9 valutati anche cuore) 
48-90 mesi dall'inizio del trattamento (mediana 74 
mesi) 
 
X                X               X 
 
 
X                X               X 
 
 
X                X               X              X 
 
 
Gruppo A o Pre trattamento: 3 pazienti: valutazione dell’accumulo di ferro a livello 
del fegato, reni e milza. 
 
Gruppo B o POST 1: 17 pazienti: valutazione dell’accumulo di ferro a livello del 
fegato, reni e milza. 
 
Gruppo C o POST 2: 12 pazienti: valutazione dell’accumulo di ferro a livello del 
fegato, reni e milza (in 9 pazienti è stata valutato anche il cuore). 
 
Il follow-up standars del trattamento con eculizumab ha previsto: conta dei globuli 
rossi, LDH e ferro e citometria a flusso per GPI-molecole e per la C3-binding (36) . 
Eculizumab è stato somministrato in accordo ai protocolli standards internazionali 
(33, 34) e la risposta clinica è stata classificata come ottimale (trasfusione 
indipendente, Hb> 11 g / dL), maggiore (trasfusione-indipendente, emoglobina <11 g 
/ dL), parziale (riduzione> 50% del fabbisogno trasfusionale) e minore (ridotto LDH 
senza diminuzione significativa del fabbisogno trasfusionale) (36). 
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  Tecnica di risonanza magnetica 
Dopo il consenso informato, secondo l'IRB locale, l’esame RM di rene, fegato, milza  
e cuore è stato eseguito secondo un piano di scansione assiale con immagini non 
contigue per il campionamento degli accumuli diffusi di ferro. Non è stato iniettato 
mdc e.v.  Non sono state effettuate sequenze per individuare lesioni focali epatiche, 
renali e/o spleniche . La sequenza T2 * è stata eseguita con un RM 1,5 tesla scanner 
whole-body (Gyroscan, Philips, Andover, MA, USA), utilizzando quattro sequenze 
gradient-echo e una sequenza spin-echo. In virtù delle proprietà paramagnetiche del 
ferro, il sovraccarico di quest’ultimo determina una diminuzione del tempo di 
rilassamento T2 *, in risonanza magnetica. Questo dà una tipica immagine degli 
organi coinvolti, con una diminuzione (nero) di intensità di segnale (SI) 
corrispondente al sovraccarico di ferro, mentre gli organi con contenuto di ferro 
normale appaiono bianchi.  La SI è stata misurata sulle immagini ottenute con ogni 
sequenza tramite tre regioni di interesse inserite nei vari organi e a livello dei muscoli 
paraspinali. I rapporti di SI sono stati ottenuti in confronto ai muscoli, e infine 
trasformati in contenuto di ferro calcolato (CIC) secondo il metodo convalidato 
descritto da Gandon et al (26, 7). 
Per il calcolo della concentrazione di ferro intra-epatico  è stato utilizzato l'algoritmo 
del “Medical Imaging” dell'Università di Rennes (26) , con sequenze T2* a diversi 
tempi di eco (4-14-21) e con sequenze T1 GRE e PD GRE (120/4/90).  
CIC del fegato è stata espressa come l mol / g (26) mentre per la milza e il rene, CIC 
è stato riportato come unità arbitraria perché la convalida formale mediante biopsie 
non è mai stata eseguita per ragioni mediche ed etiche (19, 42). 
Per la valutazione dell'accumulo di ferro intramiocardico abbiamo eseguito una 
sequenza T2* a diversi tempi di echo con la misurazione del tempo di decadimento  
espresso in ms: valori > di 20ms risultano non suggestivi di accumulo di ferro intra-
miocardico; valori compresi tra 10 e 20 ms risultano suggestivi di accumulo lieve-
moderato; valori < 10 ms invece sono espressione di severo accumulo di ferro 
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intramiocardico. Inoltre un tempo di decadimento di 20 ms risulta equivalente ad una 
concentrazione di ferro intramiocardica di 1,16 mg/g (43, 44). 
 
 
Analisi statistica 
 
L’analisi statistica è stata eseguita mediante test t-Student, test chi-quadro e 
correlazione di Pearson. E’ stato ritenuto statisticamente significativo il test con  
valori di P <0,05 . L'analisi statistica è stata effettuata  mediante  il  software Statview 
8,0. 
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Esempi di RMN del RENE, FEGATO E MILZA di PAZIENTI SANI E CON EPN, 
TRATTATI E NON, con ECULIZUMAB 
Esempio di un soggetto sano e studiato con sequenza di risonanza magnetica T2 pesata (Tempo di 
eco: 4). Si apprezza un normale ed omogeneo segnale a livello della corticale renale. 
 
 
Esempi di soggetti affetto da EPN , non trattati con Eculizumab e studiati con sequenza di risonanza 
magnetica T2 pesata (Tempo di eco: 4). Si apprezza un basso segnale a livello della corticale renale 
e segnale normale a livello epatico e splenico. 
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Esempi di soggetto affetto da EPN studiato con sequenza di risonanza magnetica T2 pesata (Tempo 
di eco: 4), trattato con Eculizumab (fig.2): si apprezza un ripristino del normale segnale della 
corticale renale  
Figura 1 
 
 
Figura 2 
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Esempi di RMN del FEGATO: 
 
Soggetti affetti da Emoglobinuria parossostica notturna , non trattati con Eculizumab e studiati con 
sequenza di risonanza magnetica T1 e T2* pesata (Tempo di eco: 4). Si apprezzano sequenze assiali 
di tre pazienti con un progressive accumulo di ferro e corrispondente segnale del parenchima 
epatico basso. 
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 Esempi di RMN del cuore: 
 
                
               TE 45 
               
              TE 60 
               
              TE 75 
           
               
               TE 90 
 
 
 
        Fig: Le immagini mostrano un esempio di acquisizione di immagini T2 a 
               differenti tempi di “echo”, 45, 60, 75 e 90 su cui è stata effettuata l’analisi 
               molecolare del segnale miocardico. 
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Risultati 
Dall’analisi finale, i risultati di questo nostro studio dimostrano che i 3 pazienti liberi 
da trattamento con eculizumab (gruppo A o pre), come atteso, erano caratterizzati da 
una marcata emolisi intravascolare, generalmente associata a livelli di ferritina sierica 
normali/bassi. Tutti e 3 questi pazienti mostravano un modello omogeneo di 
distribuzione del ferro con siderosi della corteccia renale e assenza di deposito di 
ferro epato-splenico (FIG 1) (31, 39-41). Nei gruppi in trattamento con eculizumab 
(follow-up mediano 50 mesi), rispettivamente gruppo B (17 pazienti) e C (12 
pazienti), i pazienti mostravano un pattern di distribuzione del ferro completamente 
diverso, in cui si evidenzia la tendenza a normalizzare progressivamente la siderosi 
renale (maggiormente nel gruppo C, con follow-up più lungo), con l'eccezione di 
coloro che subiscono residua emolisi intravascolare e una percentuale rilevante di 
pazienti affetti da EPN, ha sviluppato un sovraccarico di ferro nel fegato, che spesso 
è stato anche associato ad un sovraccarico di ferro della milza, come dimostrato 
anche da un aumento dei livelli di ferritina e di saturazione della transferrina. (FIG 1 
e 2). 
Si è rilevata infine una diretta correlazione tra la ferritina e il contenuto di ferro 
calcolato in fegato e milza  (FIG 3 e 4). Per quanto riguarda il cuore, in nessun caso 
( 9 pazienti) c’è stato accumulo (FIG 5). 
I risultati del nostro lavoro sono sintetizzati nelle varie figure. 
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Fig.1 :      Confronto del contenuto di Ferro calcolato (CIC) di rene, fegato e milza  
                 nei pazienti pre (I riga da sinistra) e post trattamento al tempo 1 o Gruppo  
                 B (riga centrale) e al tempo 2 o Gruppo C (III riga da sinistra): 
                 Da rilevare le drastiche e significative modifiche della distribuzione del    
                 ferro come conseguenza  del trattamento con eculizumab: 
                 progressiva riduzione della siderosi renale (specie nel POST 2) e   
                parallelo modesto accumulo di ferro nel fegato e nella milza. 
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Fig.2: Confronto del contenuto di Ferro calcolato (CIC) di rene, fegato e milza nei  
 
 
         pazienti trattati con eculizumab nei diversi tempi di f.up: POST 1 e POST 2: 
 
 
       Anche in questo caso da rilevare sempre, la progressiva riduzione della siderosi  
 
 
       renale e il parallelo accumulo di ferro nel fegato e nella milza. 
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           Figura 3:  CORRELAZIONE TRA CIC SPLENICO e FERRITINA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         Figura 4:    CORRELAZIONE TRA CIC EPATICO e FERRITINA 
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Fig.5: RMN T2* nel CUORE 
 
Correlazione della sequenza T2* a diversi tempi di echo con la durata del trattamento 
iniziata nel POST 2. 
 
La misurazione del tempo di decadimento è espresso in ms: 
valori > 20ms risultano non suggestivi di accumulo di ferro intra-miocardico. 
valori compresi tra 10 e 20 ms risultano suggestivi di accumulo lieve-moderato. 
valori < 10 ms invece sono espressione di severo accumulo di ferro intra-miocardico. 
Un tempo di decadimento di 20 ms risulta equivalente ad una concentrazione di ferro intra-
miocardica di 1,16mg/g.  
In nessun caso si è avuto accumulo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Normal  CMR T2*>20 ms 
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Fig 6:  Presenza di una correlazione lineare tra CIC splenico e renale. 
           Nessuna correlazione invece, tra CIC splenico, epatico, renale e cardiaco. 
 
 
 
              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LIVER CIC 
p: 0,003;  r 0,59 
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Discussione  
 
 
Le più recenti innovazioni tecnologiche sia in ambito hardware che software hanno 
permesso la realizzazione di esami di Risonanza Magnetica dei vari organi come 
fegato, reni, milza e cuore che oltre a fornire dei fini dettagli anatomici e funzionali 
permettono una reale caratterizzazione “in vivo” dei processi patologici che 
interessano i diversi parenchimi. Come spesso sta accadendo negli ultimi anni pero’, 
soprattutto in diagnostica per immagini, il progresso tecnologico è talmente rapido 
che spesso risulta difficile verificare il valore aggiunto che tali metodiche di ultima 
generazione sono in grado di fornire in ambito clinico. In questo studio, durato 
complessivamente circa 7 anni, abbiamo verificato il valore aggiunto che la 
Risonanza Magnetica può avere nella diagnosi e nel follow-up dei pazienti affetti da 
EPN in trattamento farmacologico con Eculizumab, riscontrando l’enorme 
potenzialità della RM, che può fornire informazioni fondamentali in modo del tutto 
“non invasivo”. 
L’emoglobinuria parossistica notturna è una anemia emolitica caratterizzata da crisi 
parossistiche di emolisi intravascolare derivante dalla mancanza nei globuli rossi 
(RBC) di regolatori del complemento di superficie CD59 e CD55 (28). I pazienti 
affetti da EPN perdono ferro attraverso l'urina, come emoglobina ed emosiderina, a 
causa dell’emolisi cronica intravascolare (28). Di conseguenza, i pazienti affetti da 
EPN, anche in caso di marcata esigenza trasfusionale, sono più inclini a sviluppare 
carenza di ferro, piuttosto che un sovraccarico di ferro, perché la perdita di ferro nelle 
urine supera di solito l’intake iatrogeno di ferro derivante dalle trasfusioni (28-30). 
Il metabolismo e l’omeostasi del ferro possono essere controllati e modificati da 
alcuni farmaci che impediscono l’emolisi (33). Tra questi vi è Eculizumab, un 
inibitore della componente 5 del complemento approvato per il trattamento 
dell’emolisi intravascolare complemento-mediata dell’EPN. In studi prospettici, 
eculizumab ha portato a un controllo costante dell’emolisi intravascolare, con 
conseguente stabilizzazione dell'emoglobina e ridotto bisogno trasfusionale (33, 34). 
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Tuttavia, i benefici ematologici dell’eculizumab sono eterogenei tra i pazienti, 
probabilmente a causa della comparsa di un’emolisi extravascolare C3-mediata (36-
38). Il trattamento a lungo termine con eculizumab si è dimostrato in ogni modo 
efficace e sicuro (34, 35). 
La RM notevole impatto sulla diagnosi delle complicanze dell’EPN (39) permettendo 
una valutazione qualitativa e quantitativa, al fine di consentire uno studio 
complessivo della distribuzione del ferro (40, 41). Essa presenta notevoli vantaggi, in 
primo luogo di non avere il rischio legato alle radiazioni ionizzanti ( a differenza 
della TC) e di non necessitare di alcuna preparazione particolare prima 
dell’esecuzione dell’esame, essendo senza somministrazione di mezzo di contrasto 
endovenosa. Con tale metodica, a differenza della biopsia, si può valutare 
contemporaneamente la presenza di un sovraccarico di ferro anche in altri organi 
quali milza, rene ed in maniera “esclusiva” a livello del cuore (in quanto a tale livello, 
la biopsia non è praticabile). La RM, infine, non è inficiata da stati infiammatori o 
dall'intensità della terapia trasfusionale, come invece accade, in alcuni casi, con i 
parametri ematochimici di laboratorio. 
Il concetto della misurazione della quantità di ferro, tramite risonanza magnetica, si 
basa sul principio che la molecola va a causare una diminuzione del segnale RM 
prevalentemente nelle sequenze T2 e T2*. I depositi di ferritina e di emosiderina che 
rappresentano i maggiori depositi di ferro corporeo, infatti sono entrambe dotate di 
effetto paramagnetico, cioè assumono un debole effetto magnetico se sottoposte ad 
un campo magnetico esterno, pertanto aumentano la suscettibilità magnetica dei 
tessuti in cui si accumulano. Più precisamente, si ha un abbassamento dei valori del 
tempo di "rilassamento", con conseguente riduzione del segnale RM, che 
all’immagine si traduce in una evidente ipointensità (l’organo con deposito risulta 
grigio scuro o tendente al nero); Nei pazienti affetti da EPN, proprio a causa 
dell’accumulo del ferro, l’analisi del segnale mostra una tipica semeiotica di RM 
rappresentata nel rene dal basso segnale della corticale rispetto alla midollare (da 
emosiderosi renale), cosi come si avrà un basso segnale, quindi un ipointensità 
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diffusa, a livello del parenchima splenico ed epatico, fino a rilevare, qualora in una 
fase avanzata di malattia, complicanze vascolari come per esempio sindrome Budd-
Chiari e/o  trombosi delle vene spleniche.  
Il ferro epatico è un eccellente indicatore di equilibrio di ferro trasfusionale e dei 
depositi totali di ferro dell'organismo. A  livello epatico esistono diversi protocolli di 
RM per quantificare il ferro. La tecnica più utilizzata è quella introdotta 
dall'Università di Rennes in Francia che permette la quantificazione del ferro come 
concentrazione di ferro epatico (LIC), distinguendo precisamente il sovraccarico di 
ferro di entità lieve, moderato e severo (LIC tra 36 e 300mmol/g), sebbene non sia in 
grado di quantificare in modo preciso quello massivo. 
Una volta ottenuti, i valori medi delle ROI verranno inseriti nelle tabelle disponibili 
nel sito francese dell’Università di sito di Rennes a cui abbiamo fatto riferimento.  
Per la valutazione dell'accumulo di ferro intramiocardico abbiamo eseguito una 
sequenza T2* a diversi tempi di echo con la misurazione del tempo di decadimento  
espresso in ms: valori > di 20ms risultano non suggestivi di accumulo di ferro intra-
miocardico; valori compresi tra 10 e 20 ms risultano suggestivi di accumulo lieve-
moderato; valori < 10 ms invece sono espressione di severo accumulo di ferro 
intramiocardico.  
I risultati di questo studio, dalla nostra analisi statistica, dimostrano che l'omeostasi 
del ferro subisce cambiamenti drammatici durante l’azione efficace del trattamento 
anti-complemento. Infatti, con eculizumab, l'inibizione dell’emolisi intravascolare 
previene la carenza di ferro tipica della EPN e normalizza progressivamente la 
siderosi renale, maggiormente nel gruppo C (che ricordiamo formato da 12 pazienti 
con follow-up lungo, 48-90 mesi dall'inizio del trattamento). Inoltre, molti pazienti 
diventano inclini a sviluppare un sovraccarico di ferro: la spiegazione di questo 
fenomeno, ossia di un moderato/grave sovraccarico di ferro nel fegato e milza, è da 
attribuire, almeno in parte, alla necessità di trasfusioni, che richiedono una quota 
rilevante dei pazienti e in parte a fenomeni di emolisi extravascolare complemento-
mediata. 
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Se questo sovraccarico richiede una regolare chelazione del ferro è ancora poco 
chiaro: nella nostra esperienza nella maggior parte dei casi il sovraccarico di ferro era 
considerato sub-clinico e la chelazione del ferro non è stata iniziata. Questo approccio 
conservativo è supportato da rivalutazione a lungo termine, che ha dimostrato che il 
contenuto di ferro può leggermente aumentare nel tempo nel fegato senza alcuna 
conseguenza clinica. Probabilmente interventi terapeutici sono limitati a pazienti che 
continuano a ricevere trasfusioni, ma suggerisce che l' omeostasi del ferro deve essere 
valutata a lungo termine, in tutti i pazienti affetti da EPN con eculizumab, sia con 
markers biochimici ma soprattutto con la RM. I risultati di questo studio, sebbene in 
un gruppo limitato di pazienti, confermano infatti l’utilità e l’importanza della RM 
nei pazienti affetti da EPN, nel monitorare la risposta alla terapia con eculizumab. 
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Limiti 
Potenziali limiti del nostro studio sono rappresentati dalla mancanza della 
correlazione con dati isto-patologici, dalla ridotta numerosità del campione ma questo 
è uno studio preliminare che sarà seguito da una piu’ larga popolazione di pazienti; 
va ricordato inoltre la estrema rarità di tale malattia. 
Conclusioni  
I risultati di questo studio confermano l’utilità e l’importanza della RM nei pazienti 
affetti da EPN, nel monitorare la risposta alla terapia con eculizumab, permettendo di 
identificare cambiamenti sostanziali nell’omeostasi del ferro nei vari organi esplorati 
(fegato, rene, milza e cuore). La RM offre notevoli vantaggi rispetto alla biopsia ed è 
strettamente correlata con i parametri ematochimici per la valutazione dell’assetto del 
ferro. 
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